



















THÈSE DE DOCTORAT 
 









Cancer bronchique primitif, voies de signalisation 






Directeur de thèse :             Eric DEUTSCH  PU-PH, chef de service, Radiothérapie, IGR, Villejuif 
Co-directeur de thèse :  Jean-Charles SORIA PU-PH, chef de service, SITEP, IGR, Villejuif 
 
Composition du jury : 
Président du jury :   Jean-Charles SORIA PU-PH, chef de service, SITEP, IGR, Villejuif 
Rapporteurs :     Cécile  BADOUAL  PU-PH, anatomopathologie, HEGP, Paris 
    Christophe HENNEQUIN PU-PH, chef de service, radiothérapie, St Louis, Paris 
Examinateurs :              Aurélie  CAZES  MCU-PH, anatomopathologie, HEGP, Paris 




Contexte. Le cancer bronchopulmonaire (CBP) demeure la première cause de mortalité par 
cancer dans le monde. Malgré l’espoir suscité par le développement des thérapies ciblées, son 
pronostic demeure sombre, particulièrement dans les cas de CBP à petites cellules (CBP-PC) 
et de CBP non à petites cellules (CBP-NPC) présentant une activation de l’oncogène KRAS. 
Matériel et Méthodes. Nous avons mené 3 études successives, visant à (i) radiosensibiliser 
des modèles de CBP-PC par l’ajout d’un inhibiteur de BCL2, (ii) cibler des modèles de CBP-
NPC mutés KRAS par l’association d’un inhibiteur de mTOR et d’un inhibiteur de RAF, et 
(iii) créer un modèle préclinique orthotopique murin de CBP reproduisant la progression 
tumorale observée en clinique. 
Résultats. Dans la première étude, l’inhibiteur de BCL2 oblimersen a présenté un effet 
radiosensibilisant sur des modèles de CBP-PC, in vitro et in vivo. Dans la seconde étude, 
l’association de l’inhibiteur de mTOR everolimus et de l’inhibiteur de RAF/VEGFR RAF265 
a présenté un effet synergique sur des lignées cellulaires de cancers présentant la double 
mutation de KRAS et de PIK3CA, in vitro et in vivo. Dans la troisième étude, l’injection 
orthotopique d’une lignée bioluminescente de CBP-NPC chez des souris nude a permis 
d’établir des tumeurs intra pulmonaires évoluant vers une extension métastatique 
ganglionnaire et hématogène, et de détecter la présence de cellules tumorales circulantes.  
Conclusion. L’association d’un inhibiteur de BCL2 à la radiothérapie est une stratégie 
intéressante dans le CBP-PC, l’association d’un inhibiteur de mTOR et d’un inhibiteur de 
RAF/VEGFR est une stratégie intéressante dans le CBP-NPC présentant une double mutation 
KRAS-PIK3CA, mais ces données doivent être confirmées sur des modèles orthotopiques afin 
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1.1 Cancer bronchique primitif (CBP) 
 
Classé en cancer bronchopulmonaire à petites cellules (CBP-PC) et cancer 
bronchopulmonaire non à petites cellules (CBP-NPC), le cancer bronchique primitif (CBP) 
reste la première cause de mortalité par cancer dans le monde. Malgré l'importance de la 
recherche clinique et le volume de son traitement médiatique, aucune révolution n'a eu lieu 
dans le traitement du CBP au cours des 20 dernières années.  
 
Ainsi, une étude exhaustive des registres néerlandais a récemment montré qu’entre 1989 et 
2008, la survie des patients atteints de CBP-PC ne s’est améliorée que pour les patients agés 
de 45 à 59 ans, et une survie supérieure à 5 ans reste exceptionnelle (Janssen-Heijnen et al, 
2012). Dans le même temps, la survie des patients atteints de CBP-NPC ne s’est améliorée 
que pour les femmes, avec une survie à 5 ans estimée à 17% (van der Drift et al, 2012). La 
même modestie d’amélioration est retrouvée dans les registres américains, quoique l’annonce 
en fut plus triomphante (Morgensztern et al,  2009). 
 
Actuellement, le taux de mortalité annuel par cancer bronchique reste proche de son taux 
d’incidence. Quelque soient les voies thérapeutiques explorées plus loin, il paraît donc 
indispensable de rappeler l’importance de la prévention du cancer bronchique, prévention 
primaire par augmentation du prix du tabac (Hill, 2012), et prévention secondaire par 
inclusion des patients à risque dans un programme de dépistage (National Lung Screening 
Trial Research Team, 2011). 
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Le cancer bronchopulmonaire à petites cellules (CBP-PC) représente 15% des cancers 
bronchiques primtifs, et se caractérise par une morphologie cellulaire typique, une 
prolifération rapide, et une dissémination métastatique précoce. Au niveau moléculaire, le 
CBP-PC exprime des marqueurs neuro endocrines, tels que la neuron-specific eldolase (NSE),  
la chromogranine, la synaptophysine, et occasionnellement la sérotonine. Les CBP-PC sont 
également souvent positifs pour les cytokératines (CK 8 et 18). On retrouve le plus souvent 
une perte d’allèle au bras court du chromosome 3, fréquemment une expression du récepteur 
c-KIT et de son ligand Stem Cell Factor (SCF), et un rôle clé du récepteur à l’Insulin Growth 
Factor (IGFR) de type 1 (Govindan et al, 2006).  
 
Sur les voies de signalisation de l’apoptose, une délétion de gènes pro-apoptotiques et une 
amplification de gènes anti-apoptotiques, dont l’amplification de BCL2L1 et de BCL2L2, sont 
souvent rapportés dans le CBP-PC. Une augmentation de l’expression de BCL2 a été 









Tableau 1.  Exemple d’anomalies moléculaires impliquées dans l’oncogenèse des CBP 
(Loriot et al, 2009, Annexe 1). 
 
 
Le traitement de référence des patients en bon état général atteints de CBP-PC de stade limité 
est une association d’irradiation thoracique et de chimiothérapie par sel de platine et 
étoposide. Ce protocole conduit initialement à des taux de réponse complète compris entre 50 
et 80%. Cependant, si les patients atteints de CBP-PC sont initialement chimio et radio 
sensibles, ils acquièrent une chimio et radio résistance dans les 12 premiers mois de leur 





La chimiothérapie des CBP-PC est basée sur l’association d’un sel de platine et d’une seconde 
molécule, qui est le plus souvent l’étoposide, mais peut également être le docetaxel, la 
gemcitabine, le pemetrexed, ou la vinorelbine. Les doublets à base de sels de platine sont 
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associés au développement rapide d’une chimiorésistance, qui peut être médiée par (i) 
l’inhibition de l’entrée de la drogue dans la cellule ; (ii) l’inactivation de la drogue par liaison 
avec les metallothionines ou le système glutathione, associée à un export du composé 
cisplatine-glutathione par la protéine multi drug resistance 2 (MDR2) ; ou (iii) l’accélération 
de la réparation de l’ADN ou la création de sauts réplicatifs évitant les adduits cisplatine-
ADN (Wang et al, 2005). 
 
Au niveau cellulaire, les sels de platine induisent au sein de la molécule d’ADN la création de 
ponts moléculaires inter- ou intra-brin puis de cassures double brins. Ces volumineux adduits 
contenant de l’ADN sont repérés par les kinases ADN dépendantes phosphoinositide-3 kinase 
(PI3K), ataxia telangiectasia mutated (ATM), et ataxia telangiectasia and Rad3-related 
(ATR). Le signal intra-cellulaire est ensuite transmis aux cascades PI3K/AKT, protein 53 
(p53), et mitogen-activated protein kinases (MAPKs), dont extracellular signal-regulated 
kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK), et p38α/β/γ MAPKs. En aval de p38 MAPK ou 
de JNK, la forme phosphorylée de p53 active les caspases et induit la mort cellulaire par 
apoptose. D’une façon plus générale, p53 contrôle les checkpoints G2/M et G1 du cycle 
cellulaire, son activation induit un arrêt de croissance permettant l’activation de protéines de 
réparation de l’ADN. Si l’altération de l’ADN n’est pas réparable, la mort cellulaire 
programmée est également initiée par p53 (Olszewski et al,  2012). Troisième possibilité, la 
survie cellulaire malgré une aberration chromosomique non ou mal réparée peut conduire à la 
transformation cellulaire. 
 
Les mécanismes d’apoptose jouent donc un rôle primordial dans la mort cellulaire induite par 
les sels de platine. De plus, in vitro, la surexpression de BCL2 et l’inhibition de BAX sont 
corrélées à une résistance des lignées cellulaires de CBP-PC à la chimiothérapie. Ces données 
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suggèrent que l’utilisation d’agents anti-apoptotiques pourrait accroitre ou péreniser la chimio 
sensibilité des cellules de CBP-PC (Sartorius et al, 2002). 
 
1.2.3 Radiorésistance  
 
Les mécanismes apoptotiques ont également un rôle majeur dans l’efficacité de la 
radiothérapie. La sur-expression de BCL2 apparaît comme un facteur de radiorésistance dans 
plusieurs types tumoraux. En effet, l’inhibition de l’apoptose radio-induite par BCL2 a été 
démontrée dans plusieurs modèles de tumeurs in vitro et in vivo (Sirzén et al, 1998).  
 
De nombreuses études ont montré que la résistance des CBP-PC aux traitements 
conventionnels par chimio et/ou radiothérapie était liée à la diminution de la réponse 
apoptotique constatée dans un sous groupe de cellules tumorales. La délétion de gènes pro 
apoptotiques et l’amplification de gènes anti-apoptotiques, dont BCL2L1 et BCL2L2, sont 
souvent observées (Kim et al, 2006). Au niveau protéique, une augmentation de l’expression 
de BCL2 a été rapportée dans 73 à 90% des CBP-PC. La sur-expression de BCL2, la sous 
expression de BAX, et un ratio BCL2/BAX supérieur à 1 sont corrélés à une diminution de 
l’activité apoptotique, à une chimio résistance et à une radio résistance (Brambilla et al, 
1996 ; Sartorius et al, 2002). 
 
De plus, la diminution de l’expression de BCL2 par l’oblimersen, un oligonucléotide 
phosphorothioate ciblant BCL2, a permis d’améliorer la radiosensibilité de plusieurs tumeurs 




1.2.4 But de l’étude n°1 « Radiosensibilisation de lignées de CBP-PC par 
l’oblimersen » 
 
Compte-tenu de la sur-expression de la protéine BCL2 dans plus de 60% des CBP-PC et de sa 
corrélation avec un mauvais pronostic, nous avons émis l’hypothèse que la diminution de 
l’expression de BCL2 par l’oblimersen pourrait être associée à une augmentation significative 
de la radiosensibilité de lignées de CBP-PC in vitro et in vivo. Dans cette première étude, 
nous avons donc étudié le composé oblimersen, un nouvel inhibiteur de BCL2, comme 
radiosensibilisant dans le traitement de lignées cellulaires de CBP-PC.  
15 
 




Le CBP-NPC représente 85% des cancers bronchiques. Son traitement est basé, selon son 
extension, sur un traitement local chirurgical ou par radiothérapie, éventuellement associé à 
un  traitement systémique par chimiothérapie. Depuis la fin des années 1970, les sels de 
platine constituent la base des protocoles de chimiothérapie dans le traitement du CBP-NPC. 
Durant les années 1990, ces protocoles ont été complétés par l’arrivée de nouvelles drogues 
cytotoxiques : vinorelbine, gemcitabine, taxanes … (Giaccone, 1995). 
 
Plus récemment, les thérapies ciblées ont soulevé des espoirs importants, laissant penser que 
leur capacité à modifier les mécanismes spécifiques de la survie cellulaire pourrait conduire à 
des guérisons cliniques. Loin de la solidité du rationnel biologique et de l'importance des 
espoirs précliniques, les résultats cliniques de ces nouveaux traitements sont globalement 
décevants, car les thérapies ciblées n'ont apporté qu'un gain de survie marginal si l'on 
considère la population de patients atteints de CBP-NPC dans son ensemble (Shepherd et al, 
2005 ; Thatcher et al, 2005, Herbst et al, 2005, Reck et al, 2010). 
 
Après ces premiers essais cliniques de thérapies ciblées, l'analyse rétrospective des 
prélèvements tumoraux a permis de définir des sous groupes de patients qui répondent de 
façon importante et prolongée aux traitements ciblés, et la prise en charge de ces patients 
spécifiques a été profondément modifié par les nouveaux traitements (Soria et al, 2011). 
Ainsi, parmi les patients atteints de CBP-NPC traités par erlotinib, la présence d'une mutation 
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de l'Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) augmente la réponse au traitement (Tsao et 
al, 2005 ; Eberhard et al, 2005) mais ne concerne que 16% des patients (Rosell et al, 2009). 
Plus récemment, l'inhibition de l'Anaplasic Lymphoma Kinase (ALK) a permis d'obtenir des 
réponses tumorales importantes ou des stabilisations de la maladie chez la plupart des patients 
atteints de CBP-NPC présentant un gène de fusion Echinoderm Microtubule Associated 
protein Like 4 (EML4) – ALK (Kwak et al, 2010). Cette nouvelle cible ne concerne que 2 à 
7% des patients, mais la rapidité du développement de la nouvelle molécule, de 
l’identification de la cible à l’enregistrement du médicament, en fait un véritable changement 
de paradigme dans la recherche clinique en cancérologie (Scagliotti et al, 2012). 
 
Figure 1. Pourcentage des différentes mutations oncogéniques dans le CBP-NPC, selon 
le type histologique (adénocarcinome AC ou carcinome épidermoïde SCC) et le 





Les facteurs de croissance jouent un rôle primordial dans la croissance cellulaire et la 
prolifération via des récepteurs membranaires spécifiques et leurs voies de signalisation intra 
cellulaires adjacentes. Les voies de signalisation PI3K (phosphatidylinositol 3’-kinase) – 
AKT – mTOR (mammalian target of rapamycin) et RAS – RAF – MEK (Mitogen-activated 
protein kinase kinase) – ERK (extracellular signal related kinase) sont deux voies de 
signalisation intra-cellulaires importantes. Ces voies de signalisation régulent des facteurs de 
transcription et d’autres protéines impliquées dans la prolifération, la survie, la mobilité et la 
différenciation. Les principales protéines des voies RAS et AKT sont dérégulées par des 
mécanismes génétiques et épigénétiques dans de nombreux cancers humains (Legrier et al, 
2007), et constituent la base du modèle de carcinogenèse multi étape dans le CBP-NCP 
(Figure 2) 




RAS est une des principales protéines des voies de signalisation intra cellulaires. RAS peut 
activer les kinases RAF, ERK 1 et 2, et un grand nombre de protéines nucléaires pour 
promouvoir la prolifération cellulaire. Trois gènes RAS ont été identifiés chez l’homme: 
HRAS (homologue de l’oncogène du virus du sarcome de Harvey du rat), KRAS (homologue 
de l’oncogène du sarcome de Kirsten du rat) et NRAS (initialement isolé à partir d’un 
neuroblastome humain) (Schubbert et al, 2007). 
 
Les gènes de la famille RAS, et particulièrement KRAS, ont été impliqués dans la pathogenèse 
et le pronostic de nombreuses tumeurs. Dans ces tumeurs, une mutation ponctuelle conduisant 
à la perte de l’activité GTPase conduit à une activation constante de la protéine, un signal de 
prolifération constant, et une action transformante de la protéine (Figure 2). Des mutations de 
KRAS sont retrouvées dans 30% des cancers humains, particulièrement dans les localisations 
pancréatiques, colorectales, endométriales, utérines cervicales, pulmonaires, et des voies 
biliaires (Schubbert et al, 2007). 
 











Une activation oncogénique des gènes RAS est retrouvée dans 15 à 30% des adénocarcinomes 
pulmonaires (Rodenhuis et al, 1988). Les patients présentant une tumeur mutée KRAS ont 
plus de chance d’être fumeurs sevrés ou actifs, et d’avoir une maladie localement avancée 
(Marks et al, 2008). Malgré des études parfois contradictoires, les mutations de RAS seraient 
associées à un mauvais pronostic dans une méta-analyse (Mascaux et al, 2005). Enfin, les 
mutations de KRAS et d'EGFR sont fonctionnellement redondantes et mutuellement 
exclusives (Eberhard et al, 2005).  
 
Actuellement, l'activation oncogénique de KRAS est donc à la fois la mutation la plus 
fréquemment retrouvée dans les CBP-NPC, et un facteur de mauvais pronostic, constituant  




La plupart des patients atteints de cancer bronchopulmonaire sont traités avec des protocoles 
de chimiothérapie standard, adjuvante à la chirurgie en cas de maladie localisée, associée à la 
radiothérapie en cas de maladie avancée localement ou sur le plan ganglionnaire, et exclusive 
en cas de maladie métastatique. Avant de nous intéresser à la réponse aux thérapies ciblées et 
aux nouvelles stratégies thérapeutiques possibles, nous avons donc mené une revue de la 
littérature pour savoir si la présence d'une mutation KRAS était prédictive de la réponse des 
CBP-NPC à la chimiothérapie standard (Annexe 2). L'ensemble de ces études ne retrouve pas 
de rôle prédictif du statut KRAS sur la réponse à la chimiothérapie. Des études 
complémentaires, notamment prospectives et de puissance adaptée, doivent être menées. Dans 
l’intervalle, le statut KRAS est intéressant pour guider le choix d'une thérapie ciblée seule, ou 
d'une association de thérapies ciblées. 
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1.3.4 Stratégies thérapeutiques 
L'activation oncogénique de KRAS joue en elle même un rôle essentiel dans la survie 
tumorale, et constitue donc une cible intéressante pour de nouveaux traitements 
anticancéreux. De nombreuses stratégies pharmacologiques ont été utilisées pour inhiber 
l'activation oncogénique de la protéine KRAS, dont l'inhibition de ses contacts avec la 
membrane plasmatique (inhibiteurs de la prenylation et de la post-prenylation), l'inhibition 
des signaux d'aval (inhibiteur de kinase), l'inhibition des signaux d'amont (inhibiteur de 
kinase et anticorps monoclonal), et l'inhibition de l'expression protéique de RAS et d'autres 
composants de la voie de signalisation (siRNA et oligonucleotide antisense) (Saxena et al, 
2008).  
Beaucoup de ces stratégies ont eu des résultats décevants. Les inhibiteurs de la farnesyl 
transferase ont montré à la fois une efficacité limitée dans les essais cliniques et des 
problèmes de toxicité (Blum et al, 2005), et sont actuellement développés dans le cadre 
d'associations avec des agents immunologiques (Caraglia et al, 2007), hormonaux (Liu et al, 
2007 ; Martin et al, 2007 ; Li et al, 2009), cytotoxiques (Chow et al, 2008, Taylor et al, 2008) 
ou ciblés (Copland et al, 2008 ; Hong et al, 2008).  
L'inhibition d'amont de KRAS est basée sur l'inhibition de l'EGFR, qui a montré son absence 
d'efficacité en monothérapie chez les patients atteints de cancers mutés KRAS, qu’il s’agisse 
de carcinomes colorectaux (Lievre et al, 2008 ; Di Fiore et al, 2007 ; Karapetis et al, 2008, 
Amado et al, 2008) ou pulmonaires (Zhu CQ et al, 2008 ; Miller et al, 2008). Les thérapies 
ciblant l'EGFR sont actuellement testées en association avec d'autres traitements afin de 
dépasser la résistance liée à la mutation KRAS (Johnson et al, 2007). 
21 
L'utilisation thérapeutique potentielle d'oligonucléotides antisense et siRNA ont également été 
largement étudiée. Malgré des résultats encourageants dans les études précliniques et 
cliniques, ces molécules ne sont pas encore utilisées en pratique courante. Parmi les obstacles 
restant à franchir, on retrouve des problèmes d'efficacité, d'effet de voisinage (off-target), de 
pharmacocinétique et d'effets secondaires (Rayburn et al, 2008 ; Loriot et al, 2009, Annexe3).  
Enfin, l'inhibition pharmacologique des voies de signalisation d'aval de KRAS à l'aide 
d'inhibiteurs de kinase reste prometteuse. Parmi les molécules situées en aval de KRAS, 
mTOR est une serine-threonine kinase conservée à travers les espèces, qui détecte les signaux 
de stress (privation de nutriments et d'énergie, stress oxidant et hypoxique, signaux de 
prolifération et de survie) via la voie de signalisation PI3K-AKT. Le signal effecteur de 
mTOR passe par la phosphorylation de ses substrats p70 ribosomal S6 kinase 1 (S6K1) et 
eukaryotic initiation factor 4E (eIF-4E) binding protein 1 (4EBP1). La phosphorylation de 
4EBP1 libère eIF-4E, permettant l'initiation de la traduction protéique dépendant de la coiffe. 
En effet, chez les eucaryotes comme dans la cellule cancéreuse, la traduction des ARNm en 
séquences d’acides aminés est initiée par un mécanisme dépendant de la coiffe (cap) des 
ARNm. Les facteurs d’initiation dont eIF-4E recrutent la sous unité ribosomale 40S et la 
maintiennent en contact avec la coiffe protéique positionnée sur l’extrémité 5’ des ARNm, 
permettant l’initiation de la traduction (Mukherjee et al, 2012). La voie de signalisation de 
mTOR est dérégulée dans de nombreux cancers humains, faisant de mTOR une cible 
intéressante pour de nouveaux traitements anti cancéreux (Faivre et al, 2006). L'everolimus 
(RAD001) est un inhibiteur de mTOR administré par voie orale, se fixant avec une haute 
affinité au récepteur intra cellulaire FK506 binding protein 12 (FKBP12), et réalisant un 
complexe qui interagit avec mTOR pour inhiber les signaux d'aval de mTOR (O’Donnell et 
al, 2008).   
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Les voies de signalisation RAS et AKT se croisent en de nombreux points, rendant ces 
réseaux redondants (Legrier et al, 2007), avec des rétrocontrôles positifs et négatifs 
complexes, et des bifurcations et croisements à plusieurs niveaux (Dougherty et al, 2005 ; 
Zimmermann et al, 1999 ; Roux et al, 2004 ; Ma et al, 2005). Parmi ces intersections, la 
phosphorylation de RAF par AKT modifie la réponse cellulaire de lignées tumorale 
mammaires humaines vers la prolifération (Zimmermann et al, 1999).  
1.3.5 But de l’étude n°2 « Effet de l’association RAF 265 – RAD001 sur des lignées de 
CBP-NPC » 
Ces observations constituent la base moléculaire de dialogues entre les voies de signalisation 
PI3K - AKT - mTOR et RAS - RAF - MEK - ERK au niveau de RAF et d'AKT, suggérant 
que la double inhibition de RAF et de mTOR pourrait être un moyen efficace de lutter contre 
la plasticité de ces voies de signalisation.  
Afin de tester cette hypothèse, nous avons étudié l'association d'un nouvel inhibiteur de RAF 
et de VEGFR, le RAF265, et d'un dérivé de la rapamycine, l'everolimus ou RAD001, sur des 
lignées cellulaires présentants différents status mutationnels pour KRAS, PI3K et RAF.  
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Certains échecs d'essais cliniques proviennent d'erreurs dans la sélection des nouvelles 
drogues, à cause d'une mauvaise définition de l'activité de la molécule, d'un manque 
d'intégration des données moléculaires des tumeurs répondeuses vs non répondeuses, et/ou 
d’une inadéquation des modèles précliniques utilisés, tant du point de vue de la progression 
tumorale, que de l’évaluation de la maladie résiduelle après traitement. Dans le cas des 
thérapies ciblées, la discordance entre la quantité de données précliniques (plus de 10.000 
références sur la base de données pubmed) et le faible rendement de leur transfert en clinique 
(un taux de réponse médian de 10% sur les 143 essais de phase 2 publiés entre 2000 et 2009) 
impose une remise en cause des modèles précliniques actuels (Janku et al, 2012).  
 
Il apparait désormais primordial que ces modèles aient de meilleures valeurs prédictives 
positive et négative, afin d'éviter le transfert en clinique de thérapies inutiles et/ou 
dangereuses. Cela permettrait de limiter le nombre de nouvelles drogues à tester en clinique, 
et de n’envisager des essais cliniques que pour les couples tumeur – drogue qui resteraient des 
candidats à haut potentiel (Sausville et al, 2006).  
 
Le modèle préclinique idéal devrait reproduire l'histoire naturelle du cancer humain, afin 
d'améliorer notre compréhension de la cancérogenèse, prédire l'efficacité des traitements en 
cours d'investigation, et identifier quel traitement va bénéficier à quel patient avant même de 
concevoir les essais cliniques.  
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1.4.2 Modèles existants 
 
Dans ce contexte, les modèles de xénogreffes restent la pierre angulaire de l'investigation 
préclinique et bénéficieront certainement d'améliorations techniques, tout comme la 
conception médicamenteuse assistée par ordinateur, la modélisation informatique, et les 
animaux génétiquement modifiés (Dolgin, 2010).  
 
Les xénogreffes humaines de CBP-NPC peuvent être implantées à l'animal immunodéficient 
en position sous cutanée (SC) ou en position orthotopique. Les xénogreffes SC sont faciles à 
réaliser et à suivre, mais manquent de pertinence quant à (i) l'histoire naturelle de la maladie 
tumorale à cause de l'absence d'extension lymphatique ou métastatique, et (ii) la capacité à 
prédire l'efficacité d'une nouvelle molécule en clinique, comme en témoigne la forte 
proportion d'essais cliniques négatifs (Sausville et al, 2006 ; Janku et al, 2012).  
 
Les xénogreffes orthotopiques sont plus difficiles à réaliser, ne reproduisent pas toujours 
l'histoire naturelle de la maladie, mais soulèvent beaucoup d'espoirs sur leur capacité à 
discriminer les nouvelles molécules (Kubota, 1994). Notre compréhension récente des 
dialogues entre la tumeur et son environnement (Karnoub et al, 2007 ; Räsänen et al, 2010 ; 
Pietras et al, 2010) et son implication dans la résistance aux traitements, le processus 
métastatique, l'échappement immunitaire, et l'angiogenèse permet de penser que les modèles 
orthotopiques pourraient être plus informatifs que les modèles SC.  
 
Dans le cas des tumeurs thoraciques, le défi technique est de faire pousser des cellules 
tumorales pulmonaires dans le thorax. Plusieurs techniques d'administration ont été 
rapportées, dont l'administration intra-trachéale de cellules tumorales en solution (Buckle et 
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al, 2010), l'injection percutanée de cellules tumorales en solution (Onn et al, 2003) ou encore 
l'implantation chirurgicale d'un morceau de tumeur SC provenant d'une lignée cellulaire 
(Wang et al, 1992). L'administration intra-trachéale est associée à une diffusion des cellules 
tumorales dans les deux poumons, ce qui interfère avec la progression tumoral et le processus 
métastatique, et plaide en faveur des modèles percutanés et chirurgicaux.  
 
1.4.3 But de l’étude n°3 « Mise au point d’un modèle animal orthotopique 
bioluminescent » 
 
La faisabilité et l'histoire naturelle des modèles orthotopiques percutanés et chirurgicaux n'ont 
jamais été comparées. Nous avons donc cherché à comparer les modèles orthotopiques 
existants, avec le but de reproduire la progression des CBP-NPC humains, depuis une tumeur 
initialement intra-parenchymateuse et localisée, vers un développement métastatique 
entraînant des conséquences systémiques. 
 
Pour cela, nous avons comparé 4 modèles de xénogreffes, sous-cutanées (SC) comme 
contrôle, par injection percutanée orthotopique, par implantation chirurgicale orthotopique, et 
par injection orthotopique transpleurale. Afin de suivre l'évolution dans le temps, nous avons 
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3.1 Mutations oncogéniques de KRAS 
 
Des mutations de KRAS sont retrouvées dans 20 à 30% des tumeurs solides humaines, et 
particulièrement dans les localisations pancréatiques, colorectales, endométriales, bilaires, 
cervicales utérines, et pulmonaires (Schubbert et al, 2007). Dans le cas du CBP-NPC, les 
mutations de KRAS sont un facteur de mauvais pronostic
 
(Mascaux et al, 2005).  De plus, si 
l'influence du statut KRAS sur la réponse aux chimiothérapies conventionnelles n'est pas 
prouvée (Loriot et al, 2009 ; Annexe 2), l'activation oncogénique de KRAS est un facteur de 
résistance aux inhibiteurs des récepteurs membranaires aux facteurs de croissance.  
 
Dans le cancer bronchique, les mutations de KRAS sont associées à une absence de réponse 
des inhibiteurs de l'activité tyrosine kinase de l'EGFR tels que le gefitinib et l'erlotinib 
(Eberhard et al, 2005). Dans le cancer colorectal, plusieurs études incluant des patients sous 




(Amado et al, 2008) donnés seuls ou en combinaison à la chimiothérapie conventionnelle ont 
montré que KRAS était un facteur prédictif significatif de la réponse aux anti-EGFR. La 
recherche de mutations KRAS est donc un indicateur important pour le choix d'un traitement 
anti-EGFR, prescrit seul ou en association à la chimiothérapie conventionnelle.  
 
Cependant, des données récentes nous rappellent que les mutations acitvatrices de la protéine 
KRAS ne sont pas toutes équivalentes. La plupart des mutations de KRAS surviennent au sein 
des codons 12 et 13. En reprenant les prélèvements tumoraux de 215 patients inclus dans un 
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essai de thérapies ciblées en traitement d’un CBP-NPC avancé, Ihle et al. ont recherché un 
lien entre le type d’activation de la protéine KRAS, la survie sans progression,  et l’expression  
des différents gènes. Les données ont ensuite été confirmées sur 67 lignées cellulaires. Les 
patients présentant une mutation KRAS - Gly12Cys ou KRAS - Gly12Val avaient une survie 
sans progression moins bonne que les patients présentant une autre mutation ou deux allèles 
sauvages. De plus, l’étude des lignées cellulaires montrait que la mutation KRAS - Gly12Asp 
entraînait une activation des voies de signalisation PI3K – AKT - mTOR et RAF – MEK - 
ERK, alors que les mutations KRAS - Gly12Cys et KRAS - Gly12Val entraînaient une 
activation de Ral et une diminution de l’activation d’AKT dépendante des facteurs de 
croissance. Il sera donc désormais indispensable de prendre en compte le type de mutations de 
KRAS dans le choix des traitements ciblant les effecteurs de cette protéine (Ihle et al, 2012). 
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3.2 Traitements pharmacologiques ciblés des tumeurs mutées KRAS  
Malgré une décennie d’effort, aucune des tentatives d’inhibition pharmacologique directe de 
la forme activée de la protéine KRAS n’a abouti à un résultat préclinique ou clinique probant  
(Cox et al, 2002 ; Young et al, 2009). Les efforts thérapeutiques se sont donc déplacés en 
amont vers des pan-inhibiteurs HER, et en aval, vers les effecteurs de KRAS, avec des 
stratégies d’inhibition de HSP90, d’AKT, et d’association thérapeutiques ciblant les effecteurs 
de RAS. 
3.2.1 Pan-inhibition des récepteurs HER 
 
En amont de KRAS, la famille de récepteurs transmembranaires HER comporte 4 membres : 
HER1/EGFR, HER2/neu, HER3, et HER4. La fixation du ligand EGF sur l’EGFR induit 
l’homo et l’hétérodimérisation du récepteur, activant les voies de signalisation intra-cellulaire. 
On sait que les inhibiteurs compétitifs et réversibles de l’EGFR, erlotinib et gefitinib, n’ont 
pas d’efficacité en cas d’activation oncogénique de KRAS. Cependant, cette approche a été 
étendue par le développement de pan-inhibiteurs irréversibles de HER1, HER2, et HER4 (Ou 
et al, 2012).  
L’un de ces inhibiteurs, le PF-00299804 ou dacomitinib, a été largement étudié en 
préclinique, puis en clinique jusqu’à un essai de phase 2. In vitro, le dacomitinib présente une 
efficacité supérieure à l’erlotinib et au géfitinib sur les lignées cellulaires mutées pour 
l’EGFR. Le dacomitinib reste efficace sur des lignées cellulaires rendues résistantes à 
l’erlotinib et au géfitinib par la transfection de la mutation T790M de l’EGFR, avec des IC50 
de l’ordre du nanomolaire. Cependant, le dacomitinib n’était pas efficace sur les 2 lignées de 
CBP-NPC présentant des mutations de KRAS, A549 et H441. Sur la lignée A549, l’IC50 n’a 
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pas été atteinte. Sur la lignée H441, l’IC50 n’a été atteinte que pour des concentrations 
d’inhibiteur supérieures à 4 µM, et reflétait plus probablement un effet off-target qu’une 
inhibition spécifique, conduisant les auteurs à ne pas tester cette lignée cellulaire in vivo 
(Engelman et al, 2007).  
En clinique, le dacomitinib est bien toléré, et a pu être testé au cours d’un essai de phase 2, 
randomisé, récemment publié. Chez des patients atteints de CBP-NPC métastatique, résistant 
à une ou deux lignes de chimiothérapie, et non sélectionnés sur le plan moléculaire, le 
dacomitinib n’offrait qu’un intérêt limité par rapport à l’erlotinib, avec 1 mois de gain de 
survie sans progression sur la population globale. Ce bénéfice limité recouvrait des situations 
différentes selon la présence d’une mutation KRAS, avec un bénéfice de 1,8 mois chez les 
patients KRAS sauvage, et une absence de bénéfice chez les patients KRAS mutés 
(Ramalingam et al, 2012). Les pan-inhibiteurs HER ne semblent donc pas efficaces dans le 
traitement des CBP-NPC KRAS mutés. 
3.2.2 Inhibition de HSP90 
 
Dans la cellule normale, la protéine chaperone heat shock protein 90 (HSP90) est 
indispensable à la stabilité et à la maturation de nombreuses protéines clientes impliquées 
dans la transduction du signal intra-cellulaire. Beaucoup de ces protéines clientes jouent un 
rôle indispensable dans la croissance et la survie cellulaire, comme EGFR, RAF, ou AKT. 
Dans la cellule tumorale, la machinerie associée à HSP90 est utilisée pour protéger un grand 
nombre d’oncoprotéines d’une dégradation ciblée, facilitant ainsi l’addiction aux oncogènes 
et la survie cellulaire (Trepel et al, 2010).  
L’inhibition de HSP90 conduit à la dégradation de ses protéines clientes par le protéasome. 
Cette inhibition pharmacologique permet une action coordonnée et simultanée sur plusieurs 
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voies de signalisation, permettant d’inhiber la transmission du signal malgré sa redondance. 
Cette inhibition pharmacologique permet également d’échapper à certains mécanismes de 
résistance utilisés par la cellule tumorale. Les inhibiteurs de HSP90 sont actuellement en 
cours d’essais cliniques dans plusieurs types de tumeurs solides (Xu et al, 2007).  
Récemment, Acquaviva et al. ont étudié l’efficacité de l’inhibiteur de HSP90 ganetespib sur 
des lignées de CBP-NPC présentant différents statuts mutationnels de KRAS. In vitro, le 
ganetespib entraînait une inhibition de la phosphorylation de RAF, MEK, ERK, et AKT et 
une activation de l’apoptose sur toutes les lignées cellulaires testées. Il est intéressant de noter 
que malgré un effet cytotoxique prononcé, l’inhibition de HSP90 n’entraînait une inhibition 
de la phosphorylation de 4EBP1 que sur la lignée H441, suggérant que l’inhibition de HSP90 
n’entraîne pas toujours une inhibition des effecteurs de mTOR (Acquaviva et al, 2012).  
In vivo, l’association du ganetespib et de l’inhibiteur de PI3K/mTOR BEZ235 était un 
traitement efficace sur un modèle de xénogreffes SC de lignée A549. Au niveau moléculaire, 
l’inhibiteur de HSP90 supprime la boucle de rétrocontrôle qui suit l’inhibition de MEK et de 
PI3K-mTOR, même si cela n’explique qu’incomplètement l’activité de cette association 
thérapeutique. De plus, le ganetespib sensibilise les lignées cellulaires de CBP-NCP mutées 
KRAS aux agents cytotoxiques classiques, qu’il s’agisse d’inhibiteurs de la topoisomérase ou 
d’agents alkylants (Acquaviva et al, 2012). Des essais cliniques de phase 1 sont en cours, 
mais le manque de spécificité de l’inhibition de HSP90 reste un obstacle majeur à son 




3.2.3 Inhibition de AKT 
 
AKT est un nœud central dans les voies de signalisation situées en aval de RAS. AKT 
possède de nombreux substrats, avec des implications aussi larges que la prolifération 
cellulaire, la résistance à l’apoptose, le métabolisme du glucose et des acides gras. AKT peut 
être activée directement par l’activation de KRAS ou de PI3K ou indirectement par la perte de 
pTEN. L’activation d’AKT est un facteur de résistance aux inhibiteurs de l’activité tyrosine 
kinase des récepteurs transmembranaires, tels que HER2, les traitements anti-hormonaux, et 
les cytotoxiques classiques. L’inhibition pharmacologique d’AKT est donc une piste 
intéressante en cancérologie (Figure 19 ; Pal et al, 2010). 
Figure 19. Cascade de transmission du signal dépendant d’AKT (Pal et al, 2010) 
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Malgré une abondante littérature préclinique, seul un petit nombre d’inhibiteurs d’AKT est  
arrivé au stade clinique, le plus avancé étant la périfosine, actuellement testée dans deux 
essais de phase 3 incluant des patients atteints de carcinome colorectal métastatique ou de 
myélome multiple (Pal et al, 2010). La principale limite de ces inhibiteurs est liée à la cible 
elle-même. En effet, l’activation d’AKT n’est pas spécifique de la cellule tumorale, et de 
nombreuses molécules inhibitrices d’AKT ont été stoppées dans leur développement pour des 
problèmes de toxicité (Hixon et al, 2010). 
De plus, l’application de ces molécules aux tumeurs mutées KRAS reste limitée, car 
l’activation de la protéine KRAS aboutit à une activation simultanée des voies de 
signalisation PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK, avec des possibilités d’hyperactivation 
de la voie RAF-MEK-ERK en cas d’inhibition limitée à AKT.  
A titre d’exemple, une étude récente a testé l’efficacité de l’AZD5363, un inhibiteur 
spécifique d’AKT, sur des lignées cellulaires présentant différentes mutations de KRAS, PI3K, 
et pTEN, et a retrouvé une corrélation significative entre la présence d’une mutation de PI3K 
ou de pTEN et la sensibilité à l’AZD5363 d’une part, et la présence d’une mutation de KRAS 
et la résistance à la drogue d’autre part (Davies et al, 2012).  
Ainsi, la présence de mutations KRAS rend la croissance tumorale indépendante de l’axe 
PI3K-AKT-mTOR, car la traduction protéique dépendant de la coiffe est activée de façon 
redondante par la voie RAF-MEK-ERK. Certains types tumoraux, comme les cancers du sein 
et de la prostate, pourraient donc bénéficier d’un traitement par inhibiteur d’AKT, alors que 
les tumeurs présentant des mutations KRAS fréquentes, comme les cancers du colon, du 
poumon, ou de l’endomètre, pourraient bénéficier d’associations thérapeutiques comprenant 
un inhibiteur d’AKT et un inhibiteur de l’axe RAF-MEK-ERK.  
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Mais d’autres mécanismes peuvent également limiter l’efficacité des inhibiteurs d’AKT 
donnés en monothérapie. In vitro, il s’agit des lignées cellulaires présentant des niveaux 
élevés de phosphorylation de p70S6K à l’état basal, que cette hyperphosphorylation dépende 
de l’activation des protéines KRAS ou PI3K (She et al, 2010). Ces limites favorisent 
clairement les associations thérapeutiques ciblant les deux voies de signalisation d’aval de 
KRAS, c’est à dire PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK. 
3.2.4 Association d’inhibiteurs de tyrosine kinase 
 
Les associations d'inhibiteurs des tyrosines kinases (TKI) ont pour but de dépasser les 
résistances aux monothérapies développées plus haut. Legrier et al. ont montré que 
l'association d'un inhibiteur de MEK et d'un inhibiteur de mTOR était synergique in vivo sur 
des modèles de xénogreffes sous-cutanées de lignées A549 (KRAS G12S) mais pas H157 
(KRAS G12R et PTEN G251C) (Legrier et al, 2007). Dans une autre étude, Engelman et al 
ont créé un modèle murin d'adénocarcinome pulmonaire initié et maintenu par l'expression de 
p110-α H1047R (PIK3CA). Le traitement de ces souris par le NVP-BEZ235, un double 
inhibiteur de PI3K et de mTOR, conduisait à une réponse tumorale marquée (Engelman et al, 
2008). Dans un autre modèle de souris transgéniques, les mêmes auteurs ont montré que les 
tumeurs liées à une mutation de KRAS (G12D) ne répondaient pas  au même NVP-BEZ235 
utilisé seul. Cependant, quand le NVP-BEZ235 était associée à l'inhibiteur de MEK ARRY-
142886, une synergie importante était constatée.  
Nous avons constaté que l'ajout du RAF265 à l'everolimus ne diminuait ni la viabilité ni la 
prolifération cellulaire sur la lignée A549 (KRAS G12S). Ces données ne confirment donc pas 
les études précédentes de Legrier et Engelman. Cette discordance peut avoir plusieurs 
explications. Tout d'abord, nous avons testé des composés différents. ARRY-142886 inhibe la 
voie de signalisation RAF-MEK-ERK en aval de MEK, alors que le RAF265 ne diminue pas 
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la phosphorylation de MEK sur la lignée A549. Au contraire, de faibles concentrations de 
RAF265 ont augmenté la phosphorylation de MEK dans les lignées A549 et HCT116. Le 
NVP-BEZ235 peut également inhiber l’axe PI3K-AKT-mTOR à plusieurs niveaux, ce que ne 
fait pas l'everolimus.  
Ensuite, les voies RAS-RAF-MAPK et PI3K-AKT-mTOR se croisent en de nombreux points, 
expliquant que les inhibitions de RAF ou mTOR d'un coté, et de MEK ou PI3K/mTOR de 
l'autre, induisent des effets différents. Enfin, l'effet plus important de l'everolimus et du 
RAF265 in vivo par rapport à in vitro peut refléter l'effet sensibilisant de l'hypoxie sur 
l'activité de l'everolimus, et l'inhibition de VEGFR2 pour le RAF265.  
Ainsi, si l'association du RAF265 et de l'everolimus n'a pas montré d'effet majeur sur les 
tumeurs KRAS muté – PI3K sauvage, l'ajout d'un autre inhibiteur de la voie RAF-MAPK à un 
inhibiteur de mTOR reste une approche prometteuse. 
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3.3 Association d’inhibiteurs des voies PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK 
 
3.3.1 Résultats précliniques 
 
Nos résultats suggèrent que l'association de l'everolimus et du RAF265 est efficace dans le 
contexte d'une double mutation des voies de signalisation PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-
ERK. Cette efficacité peut avoir deux explications. D'une part, l'inhibition croisée de la 
phosphorylation de 4E-BP1 induit un déplacement vers la forme hypophosphorylée de 4E-
BP1, qui est associée à un niveau réduit de traduction dépendante de la coiffe, permettant à 
4E-BP1 de séquestrer eIF4E (Von Manteuffel et al, 1996). D'autre part, l'inhibition de la 
boucle de rétrocontrôle négatif par le RAF265 diminue l'hyperphosphorylation d'AKT induite 
par l'everolimus, et peut interférer avec les signaux de survie associés à AKT (Cheng et al. 
2008). De plus, l'association du sorafenib, double inhibiteur de RAF et de VEGFR, avec la 
rapamycine, inhibiteur de mTOR, induirait une inhibition syngergique de la croissance de 
lignées cellulaires de mélanome, et l'augmentation de leur apoptose in vitro (Molhoek et al, 
2005). Des études complémentaires devront s'attacher à clarifier les rôles respectifs d'AKT et 
de 4E-BP1 dans l'effet synergique observé. 
D'autres études ont déjà cherché à établir l'efficacité de l'association d'un inhibiteur de MEK à 
un inhibiteur de PI3K. Dans une première étude, l'inhibition concomitante de MEK et de 
PI3K a été testée in vivo sur des lignées cellulaires présentant un déficit de pTEN. Dans les 
cellules tumorales présentant une délétion de PTEN et une activation de la voie RAF-MEK-
ERK, l'inhibition de la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR seule ne suffisait pas à induire 
une apoptose significative, mais l'inhibition des deux voies de signalisation présentait un effet 
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synergique, probalement par l'inhibition cumulée de la phosphorylation de BAD aux sites 
Serine 112 et Serine 136, abrogeant la liaison de BAD à 14-3-3 (She et al, 2010).  
Dans une deuxième étude, Yu et al ont testé les effets antiproliférants de deux inhibiteurs de 
PI3K, WAY-266176 et WAY-266175, dans différentes lignées cellulaires. Cette étude 
retrouvait un lien entre une hyperactivation de la voie PI3K-AKT-mTOR et une sensibilité à 
ces inhibiteurs (Yu et al, 2008). Dans la lignée HCT116, les mutations concomittantes de 
PIK3CA et de KRAS sont associées à une résistance à ces inhibiteurs, qui était partiellement 
levée par le remplacement homologue de KRAS muté par KRAS sauvage, mais pas après la 
délétion de PTEN. La déplétion de MEK1 par SiRNA dans des lignées résistantes augmentait 
l'efficacité des inhibiteurs de PI3K testés. De plus, l'association entre d'une part les inhibiteurs 
de PI3K WAY-266176 ou WAY-266175, et d'autre part les inhibiteurs de MEK1 CI-1040 ou 
UO126, était associée à une augmentation importante de l'efficacité des inhibiteurs de PI3K 
sur des lignées précédemment résistantes. 
Dans une étude plus récente, plusieurs combinaisons thérapeutiques ciblées ont été testées sur 
un modèle de souris transgéniques présentant des mélanomes liés à l’activation oncogénique 
de RAS et au déficit de Ink4a/Arf. Comme chez l’homme, ces mélanomes étaient résistants à 
la chimiothérapie et aux thérapies ciblées administrées seules. Cependant, l’association de 
l’AZD6244, un inhibiteur de MEK, et du BEZ235, un double inhibiteur de PI3K et de mTOR, 
était la seule association efficace, à la fois en terme de régression tumorale et d’amélioration 
de la survie. Cette association a ensuite été testée sur trois modèles transgéniques de cancer du 
sein, claudin-low (T11 OST), basal-like (mutations de C3-TAg), et luminal B (mutation de 
MMTV-Neu), et l’association AZD / BEZ gardait son efficacité sur ces trois modèles 
(Roberts et al, 2012). 
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Nos travaux retrouvent des conclusions comparables avec une inhibition d'amont de la voie 
RAF-MEK-ERK et d'aval de la voie PI3K-AKT-mTOR, avec 3 avantages potentiels. Tout 
d'abord, les inhibiteurs de RAF ont une structure chimique qui permet l'inhibition croisée de 
VEGFR2, et ajoute des propriétés anti-angiogéniques à l'inhibition du signal intra cellulaire. 
Ensuite, l'inhibition de mTOR est située en aval de PI3K, et permet d'interrompre également 
d'autres voies de signalisation intracellulaires qui convergent vers mTOR. Enfin, l'everolimus 
est disponible en clinique, presente une bonne tolérance et une excellente spécificité; le 
RAF265 est actuellement testé dans des essais de phase 1, seul chez des patients atteints de 
mélanome localement avancé ou métastatique (ClinicalTrials.gov NCT00304525), ou en 
association avec un inhibiteur de MEK chez des patients atteints d'une tumeur solide mutée 
KRAS ou BRAFV600E (ClinicalTrials.gov NCT01352273). 
Ainsi, nos résultats identifient la dérégulation de la voie RAS-RAF-MEK-ERK comme un 
déterminant majeur de la résistance tumorale aux inhibiteurs de mTOR, et soulignent l'intérêt 
d'une double inhibition de RAF et de mTOR dans ce contexte.  
3.3.2 Résultats cliniques 
Deux études récentes ont rapporté l’efficacité des associations de thérapies ciblées en fonction 
des statuts mutationnels PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK des tumeurs. Reprenant les 
236 patients inclus dans le programme d’essai précoce de San Antonio et traités par 
inhibiteurs des voies PI3K-AKT-mTOR et/ou RAF-MEK-ERK, Shimizu et al. ont étudié la 
tolérance, l’efficacité et la corrélation entre mutations génétiques tumorales et réponse 
clinique de ces associations thérapeutiques. Cent-soixante patients ont reçu un traitement par 
inhibiteur en monothérapie (voie PI3K-AKT-mTOR n=124 ; voie RAF-MEK-ERK n=36), et 
76 ont reçu une association. Les taux de toxicité de grade supérieur à 3 et de toxicité limitant 
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l’escalade de dose étaient plus élevés chez les patients traités par association que chez ceux 
traités par monothérapie (54% vs 18%, p<.001 ; 18% vs 9%, p=.06 ; respectivement).  
L’analyse génétique des tumeurs a permis de retrouver 9 patients présentant une coactivation 
des deux voies de signalisation. Il s’agissait de tumeurs coliques dans 7 cas : 5 mutations 
KRAS / délétion pTEN ; 1 mutation KRAS / amplification AKT ; 1 amplification MAP3K10 / 
amplification AKT. Il s’agissait de mélanomes dans 2 cas : 2 mutations de BRAF / délétion 
pTEN. Cinq de ces patients ont été traités par une association ciblant les deux voies, avec des 
réponses tumorales dans tous les cas, comprise entre 2% et 64%  (Shimizu et al, 2012). 
Parallèmement, Garrido-Laguna et al. ont réalisé le même type d’étude sur les patients 
atteints de carcinome colorectal métastatique et inclus dans le programme de phase 1 du MD 
Anderson Cancer Center de Houston. Les biopsies de 238 patients présentant un carcinome 
colorectal ont été soumises à un séquençage ADN à la recherche de mutations de KRAS, 
PIK3CA et BRAF. Au total, 51% des patients présentaient une mutation KRAS, et 15% des 
patients présentaient une mutation PIK3CA. Les mutations de KRAS et de PIK3CA étaient 
significativement corrélées. Les patients traités par inhibiteur de l’EGFR avaient une survie 
sans progression plus courte en cas de mutation KRAS ou PIK3CA qu’en l’absence de ces 
mutations.  
Sur les 80 patients traités par inhibiteur de l’axe PI3K-AKT-mTOR, 43 patients avaient des 
mutations KRAS (taux de réponse 21%) et 9 n’avaient pas de mutations de KRAS (taux de 
réponse 27%, p=.59), tandis que 15 patients avaient des mutations de PIK3CA (taux de 
réponse 7%) et 63 n’avaient pas de mutations de PIK3CA (taux de réponse 27%, p=.27). De 
façon intéressante, 10 patients avaient des doubles mutations de KRAS et de PIK3CA, et 
aucun de ces patients n’a répondu aux inhibiteurs de PIK3CA donnés en monothérapie 
(Garrido-Laguna et al, 2012). Ces données semblent donc confirmer que les tumeurs doubles-
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mutées KRAS- PIK3CA ne sont pas sensibles aux inhibiteurs de PIK3CA donnés seuls, mais 
pourraient être sensibles à une double inhibition des voies PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-
ERK, plaidant pour une caractérisation moléculaire précise des patients avant l’introduction 






3.4 Doubles mutations des voies PI3K-AKT-mTOR et RAF-MEK-ERK 
 
3.4.1 Dans les tumeurs solides en général 
Des mutations oncogéniques de RAS, PI3KCA et BRAF ont été identifiées dans de nombreux 
cancers. Il est intéressant de noter que si les mutations de l'EGFR, KRAS, RAF, et HER2 sont 
mutuellement exclusives, les mutations de PI3KCA peuvent être associées à la mutation d'un 
de ces 4 gènes (Eberhard et al, 2005 ; Yamamoto et al, 2008).  
Afin de déterminer la fréquence de ces mutations et de leurs associations, Janku et al. ont 
séquencé l’ADN de biopsies tumorales de 504 patients adressés aux services des thérapies 
ciblés du MD Anderson Cancer Center depuis octobre 2008. Les mutations de KRAS, NRAS, 
PIK3CA, et BRAF ont été recherchées. Au total, ces mutations ont été retrouvées chez 19% 
des patients testés pour KRAS, 8% pour NRAS, 11% pour PIK3CA, et 9% pour BRAF. Les 
mutations de KRAS étaient particulièrement fréquentes dans les cancers du pancréas (56%), 
colorectaux (51%) et utérins (15%) ; celles de NRAS dans les mélanomes (30%) et les cancers 
du col (18%), celles de PIK3CA dans les cancers du col (36%), de l’utérus (25%), du sein 
(21%), et colorectaux (17%), celles de BRAF dans les mélanomes (44%) et les cancers 
colorectaux (6%) (Janku et al, 2011).  
 
De façon intéressante, toutes histologies confondues, des mutations de KRAS étaient trouvées 
chez 38% des patients PIK3CA mutés, contre 16% des patients PIK3CA sauvage (p=.001). A 
l’inverse, des mutations de PIK3CA étaient retrouvées chez 28% des patients KRAS mutés, 
contre 10% des patients KRAS sauvages (p=.001). Cette corrélation forte suggère une 
physiopathologie commune qui n’a pas encore été élucidée. Au total, seulement 19 patients de 
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cette série (3,7%) présentaient une double mutation KRAS - PIK3CA (Janku et al, 2011). 
Cependant, cette étude n’a inclu que des patients présentant des cancers avancés, et aucune 
double mutation n’a été retrouvée sur les 22 CBP-NPC inclus. 
 
3.4.2 Dans les CBP-NPC en particulier 
 
La fréquence des doubles mutations KRAS - PIK3CA est moins claire dans le CBP-NPC. En 
reprenant les pièces chirurgicales des patients inclus dans les essais canadiens JBR-10 et 
CALG B-9633, Cuffe et al. ont retrouvé des mutations de KRAS dans 27% des 390 cas 
interprétables (Cuffe et al, 2012). En étudiant les tumeurs de 139 patients japonais atteints de 
CBP-NPC, Okudela et al. ont retrouvé des mutations de PIK3CA dans 3,6% des cas, et des 
amplifications du gène dans 18,3% des cas interprétables. Il est intéressant de noter que dans 
cette étude, l’amplification et la mutation du gène de PIK3CA étaient mutuellement 
exclusives, suggérant l’effet oncogénique de chacune de ces anomalies (Okudela et al, 2007). 
De même, la mutation ou l'amplification de PI3K concernait 20% des patients atteints de 
CBP-NPC étudiés par Yamamoto (Yamamoto et al, 2008).   
 
Une équipe chinoise a recherché la présence de mutations somatiques et le niveau 
d’expression d’ARNm sur une population de patients atteints de CBP-NPC de stade avancé. 
Sur 30 patients non sélectionnés, des mutations du gène de l’EGFR on été retrouvées dans 12 
cas, avec un lien significatif entre l’incidence des mutations des exons 19 et 21 et la 
surexpression de l’ARNm de l’EGFR ; des mutations de KRAS ont été trouvées dans 3 cas et 
des mutations de PIK3CA ont été retrouvées dans 3 cas également. Aucune double mutation 
KRAS - PIK3CA n’a été mise en évidence dans cette étude (Lu et al, 2012). 
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Pour étudier les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de l’EGFR, une étude italienne a 
recherché rétrospectivement la présence de mutations des gènes EGFR (exons 18-21), KRAS 
(exons 2, 3), PIK3CA (exons 9, 20) et MET (exons 14, 15)  par séquençage sur une population 
de 166 patients traités par inhibiteurs de l’EGFR. Comme attendu, les auteurs retrouvaient un 
lien entre la présence d’une mutation du gène EGFR de résistance aux inhibiteurs et la survie 
globale. Ils ont également retrouvé des mutations de KRAS dans 6,8% des 162 cas informatifs, 
et confirmé que les mutations de KRAS et EGFR étaient mutuellement exclusives. Surtout, les 
auteurs ont retrouvé des mutations de PIK3CA dans 4,1% des 145 cas informatifs, rapporté 2 
cas de doubles mutations EGFR - PIK3CA, mais n’ont pas retrouvé de doubles mutations 
KRAS - PIK3CA (Ludovini et al, 2012). 
 
Dans une étude prospective incluant 589 patients adressés pour génotypage tumoral avant 
prise en charge d’un CBP-NPC avancé et pré-traité, Sequist et al. retrouvaient 24% de 
mutations KRAS, 13% de mutations EGFR, 4% de mutations PIK3CA, et 5% de translocations 
impliquant ALK sur 552 analyses informatives. Les mutations de PIK3CA semblaient plus 
fréquentes chez les patients atteints de carcinome épidermoïde. Cette étude prospective et 
systématique a permis d’identifier des doubles mutations KRAS - PIK3CA dans 5 cas (0.9%), 
et des doubles mutations KRAS - TP53 dans 5 cas également (0,9%). Cependant, cette étude 
présentait de nombreuses limites, dont l’absence de précisions sur le type de traitements 
administrés avant le génotypage tumoral, la réponse initiale et l’origine de la biopsie tissulaire 
(Sequist et al, 2011). Actuellement, la fréquence exacte des doubles mutations KRAS - 
PIK3CA chez les patients porteurs de CBP-NPC est donc estimée aux alentours de 1% des 
cas, avec de nombreuses imprécisions, qui limitent d’autant l’interprétation des données 
(Tableau 5). Cependant, plusieurs cas favorables à l’émergence de cette double mutation 
peuvent être anticipés. 
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Tableau 5. Comparaison de la fréquence des mutations dans les carcinomes colorectaux 
et bronchiques. 
 Carcinomes colorectaux Carcinomes bronchiques 
Mutation KRAS 51% 27% 
Mutation PIK3CA 17% 3-4% 
Double mutation 
? 






3.5 Situations potentiellement favorables aux doubles mutations des voies PI3K-AKT-
mTOR et RAF-MEK-ERK. 
 
3.5.1 Variation selon les populations 
 
Il convient tout d’abord de garder à l’esprit qu’il existe une grande variation dans la fréquence 
des mutations oncogéniques des CBP-NPC selon la population considérée. Ainsi, dès 2005, 
une plus grande fréquence des mutations de l’EGFR a été rapportée dans les populations 
asiatiques, chez les femmes et chez les non-fumeurs (Yang et al, 2005).  
 
Plus récemment, des chercheurs sardes ont étudié la fréquence des mutations de KRAS, BRAF, 
et PIK3CA dans une population de patients atteints de carcinome colorectal, et provenant de 
toute la Sardaigne. Sur 478 patients ayant bénéficié d’un séquençage ADN complet de façon 
prospective entre 2009 et 2011, une mutation de KRAS était retrouvée dans 21% des cas dans 
la population du sud contre 43% dans la population du nord (p<0.001). De même, une 
mutation de PIK3CA était retrouvée dans 24% des cas dans la population du sud contre 10% 
des cas dans la population du nord (p<0.001). De façon intéressante, cette discordance n’était 
pas retrouvée pour les doubles mutations KRAS - PIK3CA, qui concernaient 4,4% des cas 
dans la population du nord contre 3,5% des cas dans la population du sud (p=ns) (Palomba et 
al, 2012).  
 
Ainsi, si l’origine géographique influe sur la proportion des mutations EGFR pour le CBP-
NPC, KRAS et PIK3CA pour le colon, cette donnée géographique ne semble pas avoir 
d’influence sur la proportion des doubles mutations KRAS - PIK3CA chez les patients atteints 
de carcinome colorectal. 
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3.5.2 Hétérogénéité tumorale 
 
Le chirurgien et l’anatomopathologiste savent depuis longtemps qu’une tumeur solide ne se 
présente pas comme une masse homogène, mais comme un agrégat de zones plus ou moins 
infiltrantes, fibreuses, nécrotiques, kystiques et vascularisées. Cette hétérogénéité tumorale a 
été récemment traduite en termes scientifiques.  
 
Partant du principe que les traitements personnalisés du cancer se basaient sur une unique 
biopsie du site le plus accessible, qu’il s’agisse de la tumeur principale, d’une adénopathie 
périphérique, ou d’une métastase, Gerlinger et al. ont soumis plusieurs prélèvements d’une 
tumeur rénale et de ses métastases à l’étude de la ploïdie, l’analyse des aberrations 
chromosomiques, le séquençage des exons, le profilage des ARNm, la détermination des 
conséquences fonctionnelles de ces mutations, et l’analyse immunohistochimique de la 
tumeur.  
 
Les reconstructions phylogénétiques ont révélé une croissance tumorale en branches, dont 
près de 70% des mutations n’étaient pas détectables dans toutes les régions tumorales. Une 
hétérogénéité tumorale a été retrouvée sur l’activation de mTOR, la phosphorylation de S6 et 
de 4EBP. De même, de nombreux gènes suppresseurs de tumeurs (SETD2, PTEN, KDM5C) 
n’étaient pas exprimés de la même façon selon la zone tumorale considérée. Enfin, des 
signatures génétiques de bon et de mauvais pronostic étaient retrouvées dans des régions 
différentes de la même tumeur. Ces données suggèrent une grande hétérogénéité moléculaire 




Depuis la publication de cette étude, un groupe de chercheurs allemands a analysé 
l’hétérogénéité des mutations KRAS au sein des CBP-NPC. Partant du principe que la 
mutation de KRAS était un événement précoce dans la carcinogenèse des CBP-NPC, les 
auteurs se sont demandé si cette mutation était présente de façon homogène dans toute la 
tumeur. De 3 à 8 zones ont été prélevées dans chacune des 40 tumeurs analysées (20 
adénocarcinomes, 10 carcinomes épidermoïdes, 10 carcinomes à grandes cellules). Les 
adénopathies ont également été analysées dans 19 cas. Une mutation de KRAS a été retrouvée 
dans 13 des 30 adénocarcinomes et carcinomes à grandes cellules. Aucune mutation n’a été 
retrouvée dans les 10 carcinomes épidermoïdes. Le séquençage a retrouvé 4 cas de positivité 
hétérogène pour les mutations KRAS, mais des analyses complémentaires ont montré que ce 
signal hétérogène était la conséquence de prélèvements contaminés par des cellules non 
tumorales. Aucune hétérogénéité intra-tumorale des mutations de KRAS n’a donc été détectée 
dans les CBP-NPC, confirmant que cette mutation survient précocement dans la 
carcinogenèse pulmonaire (Alsdorf et al, 2012). 
 
Cependant, les mutations de PIK3CA semblent survenir plus tardivement dans la 
carcinogenèse pulmonaire, et une hétérogénéité intra-tumorale des mutations PIK3CA et des 
doubles mutations KRAS - PIK3CA devra être recherchée avant d’initier des essais 







3.5.3 Discordance mutationnelle entre primitif et métastases 
 
La troisième circonstance à prendre en compte au moment de déterminer la fréquence des 
doubles mutations KRAS - PIK3CA correspond aux potentielles discordances mutationnelles 
entre la tumeur primitive et les métastases lymphatiques ou hématogènes. 
 
Dans le CBP-NPC, l’extension lymphatique survient dans plus de 50% des cas, influençant 
grandement la prise en charge de ces patients et leur pronostic. En 2011, une équipe chinoise 
a comparé les statuts EGFR et KRAS de 80 tumeurs primitives pulmonaires et des ganglions 
locaux (N1) associés. Sur 160 prélèvements, une tumeur primitive et 7 métastases 
lymphatiques présentaient des mutations KRAS, et 21 tumeurs primitives et 26 métastases 
lymphatiques présentaient des mutations EGFR. Les statuts KRAS et EGFR étaient 
discordants chez 6 (7.5%) et 7 (8.75%) patients, respectivement (Sun et al, 2011). A 
contrario, en 2012, dans l’étude citée plus haut, Alsdorf et al. ne retrouvaient aucune 
discordance de statut KRAS entre la tumeur primitive étudiée et les adénopathies prélevées 
(Alsdorf et al, 2012). Ainsi, ces résultats contradictoires appellent des études plus larges afin 
de déterminer la proportion de discordance entre la tumeur principale et ses extensions 
lymphatiques à la fois sur les mutations KRAS, PIK3CA, et sur les doubles mutations KRAS - 
PIK3CA.   
 
En l’absence d’étude de grande ampleur dans le CBP-NPC, il est intéressant de se tourner 
vers le carcinome colorectal. En 2010, une équipe allemande a étudié les mutations KRAS, 
BRAF, et PIK3CA de 100 tumeurs primitives, ainsi que des 55 adénopathies et 20 métastases 
hématogènes associées. Des mutations de KRAS et PIK3CA étaient retouvées dans 41% et 
21% des tumeurs primitives, respectivement. Une hétérogénéité intra-tumorale entre le centre 
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et le front invasif de la tumeur était retrouvée dans 8% et 5% des cas, respectivement. Une 
discordance mutationnelle entre primitif et adénopathie était retrouvée dans 31% et 13% des 
cas, respectivement. Une discordance mutationnelle entre primitif et métastase hématogène 
était retrouvée dans 10% et 5% des cas, respectivement. De façon intéressante, des doubles 
mutations KRAS - PIK3CA étaient retrouvées dans 9% des tumeurs primitives, mais n’ont pas 
été étudiées dans les adénopathies ou les métastases hématogènes (Baldus et al, 2010). 
 
Dans le CBP, les efforts se sont principalement portés sur les discordances mutationnelles 
entre tumeurs primitives et métastases hématogènes.  La probabilité que la tumeur primitive et 
ses métastases présentent des mutations différentes a été suggérée dans le cas de l'EGFR 
(Italiano et al, 2006, Mordant et al, 2010, Annexe 4) et de KRAS (Badalian et al, 2008), mais 
les données sur PIK3CA manquent actuellement. Des discordances primitif/métastases sur les 
bras chromosomiques portant les gènes d’intérêt ont bien été retrouvées dans les carcinomes 
épidermoïdes pulmonaires (Boelens et al, 2009), mais ces données préliminaires doivent être 
confirmées et complétées. 
 
3.5.4 Maladie résiduelle 
 
Les cellules souches tumorales sont des cellules indifférenciées qui possèdent la capacité de 
s'auto-renouveler et peuvent représenter un réservoir générant des cellules tumorales 
(Mordant et al, 2011, Annexe 5). Dans le CBP-NPC, les CSCs ont été caractérisées par des 
marqueurs tels que CD133 et ABCG2, mais les modifications survenant dans les voies de 
signalisation intra-cellulaires n'ont pas été totalement explorées.  
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D’un point de vue fondamental, on sait que la Protein kinase Ciota (PKCiota) est un oncogène 
nécessaire au maintien du phénotype transformé des cellules de CBP-NPC. Pour étudier le 
rôle de PKCiota dans le développement tumoral, des chercheurs américains ont utilisé un 
modèle murin transgénique dans lequel l’oncogène KRAS est activé par un système Cre/Lox 
au niveau du poumon, avec ou sans perte du gène murin de PKCiota. La perte du gène de 
PKCiota était associée à une inhibition importante de l’hyperplasie initiée par KRAS, et donc 
de la formation de tumeur in vivo. Ce lien était lié à l’impossibilité pour les cellules souches 
bronchiolo-alvéolaires de subir l’amplification et la transformation induites par KRAS en 
l’absence de PKCiota. De même, l’ajout d’un inhibiteur de PKCiota chez les animaux 
présentant une activation de KRAS sans délétion de PKCiota inhibait également l’expansion 
et la transformation cellulaire in vivo. Ces données suggèrent donc que PKCiota est 
indispensable à l’expansion et à la transformation de cellules souches pulmonaires induites 
par KRAS (Regala et al, 2009). 
Toujours indirectement, une équipe allemande a comparé l’expression de plusieurs 
biomarqueurs entre des patients long-répondeurs, répondeurs intermédiaires, ou non 
répondeurs au géfitinib. L’étude des biopsies avant traitement des patients long-répondeurs 
montre comme attendu une fréquence plus élevée des mutations EGFR et moins élevée des 
mutations KRAS. De façon intéressante, l’expression de l’E-cadherine/vimentine était la 
même dans les 3 groupes, alors que le CD133 était exprimé chez seulement 40% des long-
répondeurs et le BCRP1 était exprimé principalement chez les répondeurs, qu’ils soient long-
répondeurs ou répondeurs intermédiaires. Les long-répondeurs présentaient également une 
évolution particulière, comprenant un nombre moins élevé de sites métastatiques, et des 
métastases principalement pulmonaires et pleurales. Les antigènes spécifiques des CSCs 
permettent donc d’identifier un sous-groupe de patients long-répondeurs aux inhibiteurs de 
l’EGFR (Gottschling et al, 2012). 
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Plus récemment, Singh et al. ont exploré directement le lien entre l’activation des voies de 
signalisations intra-cellulaires dépendant des oncogènes et les capacités d’auto 
renouvellement des cellules souches. Des sides populations (SP) ont été identifiées et isolées 
à partir des lignées cellulaires de CBP-NPC H1650, H1975, et A549, et des tumeurs 
primitives humaines conservées sur des souris en sous-cutané. Les cellules SP possédaient des 
propriétés de cellules souches, telles que l’auto-renouvellement et la croissance en sphère, 
elles étaient également capables de générer des tumeurs primitives et métastatiques après 
implantation orthotopique dans le poumon de souris SCID. In vitro, les cellules SP 
présentaient une hyper-expression des marqueurs de cellules souches Oct4, Sox, et Nanog, 
mais elles présentaient également des signes de transition epithélio-mésenchyateuse. De plus, 
l’inhibition génétique ou pharmacologique de l’EGFR, de Src ou de AKT inhibait les 
capacités d’auto-renouvellement et d’expansion des cellules SP, et aboutissait à la sous-
expression de Sox2. De même, l’inhibition de Sox2 par des siRNA bloquait le phénotype SP 
et les capacités d’auto-renouvellement de ces cellules, alors que Oct4 et Nanog semblait jouer 
un rôle moins important dans le phénotype SP (Singh et al, 2012).  
Collectivement, ces données suggèrent donc que l’axe EGFR-Src-AKT joue un rôle 
primordial dans le maintien du phénotype SP par l’intermédiaire de Sox2, mais les rôles 
spécifiques de KRAS et de PIK3CA dans les CSCs de CBP-NPC restent à établir. 
Dans d'autres tumeurs solides telles que le gliome, la voie de signalisation EGFR-PTEN-
PI3K-AKT joue un rôle clé pour réguler le phénotype SP des CSCs (Bleau et al, 2009). De 
même, dans le cancer du sein ERα positif, l’isolation de 500 CSCs définies par le phénotype 
CD44(+)/CD24(-)/CD45(-) a permis une analyse extensive de leur génome et de leur 
transcriptome. Cette étude a montré qu’au delà des gènes spécifiques des CSCs, ces cellules 
présentaient une activation des gènes de la voie PI3K, dont l’EGFR, HB-EGF, PDGFRA/B, 
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PDGF, MET, PIK3CA, PIK3R1 et PIK3R2. Ces données suggèrent que la voie de 
signalisation de PI3K, qui est responsable de la résistance à l’hormonothérapie des cancers 
mammaires ERα positifs, est également activée dans les CSCs correspondantes (Hardt et al, 
2012). 
Des études complémentaires seront donc nécessaires afin d'évaluer le rôle et la fréquence des 
activations et mutations de PIK3CA dans les contextes particuliers de certaines populations, 
au sein d’une hétérogénéité tumorale, en cas d’extension lymphatiques, et dans la sous-
population des CSCs. Ces données permettront ensuite de mieux tester l'efficacité de 
l'association everolimus-RAF265 dans les métastases et cellules souches tumorales de CBP-
NPC muté KRAS.  
Les progrès dans la caractérisation moléculaire des CBP-NPC dévoilent deux situations 
différentes. Dans le premier cas, le CBP peut être perçu comme une maladie monogénique, 
survenant le plus souvent en l’absence d’exposition au tabac, et répondant de façon 
importante et prolongée à un inhibiteur de kinase donné en monothérapie. C’est le cas des 
mutations de l’EGFR survenant chez la femme non-fumeuse, et bénéficiant pleinement du 
traitement par erlotinib ou géfitinib. En préclinique, les modèles murins transgéniques rendent 
fidèlement compte des étapes de cette cancérogenèse, et prédisent correctement l’efficacité 
des traitements testés. Dans le second cas, plus fréquent, le CBP est une maladie 
multifactorielle, plurigénique, survenant après une inflammation bronchique prolongée chez 
un patient exposé au tabac. Ces patients présentent de multiples mutations géniques, et 
répondent mal aux thérapies ciblées. En préclinique, les modèles murins de xénogreffe sous-
cutanés et d’animaux transgéniques ne reproduisent pas cette diversité, nous amenant à mettre 
au point un modèle orthotopique conduisant à des métastases et permettant de travailler sur la 
maladie résiduelle (CSCs, CTCs, DTCs). 
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3.6 Modèles animaux 
 
3.6.1 Modèles actuels 
 
Les xénogreffes SC de lignées cellulaires dérivées de cancers humains sur des animaux 
immunodéprimés ont constitué la pierre angulaire de l'évaluation préclinique de nouvelles 
drogues durant des décennies (Dolgin, 2010). Ce modèle présente de nombreux avantages, 
dont la faisabilité technique (absence d'anesthésie, injection aisée) et l'accessibilité de la 
tumeur (mesure directe autorisant un suivi longitudinal). Cependant, les modèles SC sont 
limités par la discordance entre l'origine de la xénogreffe et le micro-environnement de l'hôte, 
incluant la matrice extra-cellulaire et les signaux paracrine, contredisant la théorie de Paget 
sur la "graine et le terroir" (“seed and soil”) (Mueller et al, 2004). Cette discordance est à 
l'origine de variations dans la réponse de la tumeur aux agents cytotoxiques ou à l'irradiation 
(Teicher, 2006) et modifie certainement la réponse aux nouvelles thérapies anti-cancéreuses. 
Cette discordance pourrait être particulièrement importante dans le CBP-NPC, où l'hypoxie et 
la néoangiogénèse jouent un rôle majeur dans la progression tumorale (Hu et al, 2005), et 
surviennent différemment dans les xénogreffes SC et intra-thoraciques (Graves et al, 2010). 
Enfin, seule une minorité de modèles SC dissémine et atteint un stade métastatique. L'absence 
de progression du stade localisé au stade métastatique par l'intermédiaire d'une extension 
vasculaire et lymphatique constitue donc une limite majeure des modèles SC, alors que les 
métastases sont la première cause de mortalité par cancer.  
 
Ces différences ont des implications pour la progression tumorale, avec une absence de 
métastases et la présence d'un nombre limité de CTCs dans notre étude, montrant les limites 
de l'évaluation préclinique de nouveaux traitements, avec 2 risques potentiels. Le premier 
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risque est d'introduire en clinique une molécule ou une association thérapeutique peu ou pas 
efficace. Ainsi, l'association de chimiothérapie et d'inhibiteurs de l'EGFR était très efficace 
sur des modèles SC (Sirotnak et al, 2000 ; Higgins et al, 2004), mais inefficace sur un modèle 
orthotopique (Onn et al, 2004), et n'a jamais prouvé son efficacité dans les essais cliniques 
incluants des patients atteints de CBP-NPC non sélectionnés sur leur statut EGFR (Giaccone 
et al, 2004 ; Herbst et al, 2004, Herbst et al, 2005). Le second risque est de stopper le 
développement de drogues prometteuses. Ainsi, l'antagoniste de HIF-1alpha PX-478 n'était 
pas efficace sur des modèles SC, mais inhibait bien la progression et la dissémination 
tumorale sur des modèles orthotopiques de CBP-NPC, entraînant son évaluation actuelle dans 
un essai de phase 1(Jacoby et al, 2010) 
 
Ces données suggèrent que les modèles SC ne sont pas totalement adaptés à l'étude 
préclinique du CBP-NPC, et que leurs résultats ne devraient être analysés qu'avec prudence. 
Des conclusions identiques ont été tirées de l'évaluation préclinique des traitements du CBP-
PC (Kuo et al, 1993). 
 
Pour prendre en compte l'influence de la spécificité d'organe et du micro-environnement 
tumoral, des modèles orthotopiques ont été développés progressivement au cours des 20 
dernières années, dans le but d'obtenir une seule tumeur intra-parenchymateuse qui reproduise 
la situation clinique et permette un suivi longitudinal. Les administrations intra-veineuses 
(Reddy et al, 1987), intra-bronchiques (Mc Lemore et al, 1987 ; March et al, 2001 ; Kang et 
al, 2006) et intra-pleurales (McLemore et al, 1988 ; Nagamachi et al, 1998) de lignées 
cellulaires de CBP-NPC ont permis d'obtenir des tumeurs pleurales, localement avancées, ou 
multiples et synchrones. Ces modèles sont donc intéressants pour étudier ces situations 
précises, mais leurs résultats ne peuvent être étendus au CBP-NPC intra-parenchymateux 
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localisé, qui constitue à la fois une situation clinique fréquente et l'origine de la dissémination 
tumorale. 
 
Des modèles de souris transgéniques (Genetically engineered mouse models - GEMMs) ont 
également été développés pour étudier le CBP-NPC chez l'animal. Ces animaux sont 
habituellement mutés pour p53, ce qui favorise l'instabilité génétique et la formation de 
tumeurs. Ces animaux développent des tumeurs pulmonaires liées à l'introduction d'une 
mutation oncogénique d'EGFR (Li et al, 2007), KRAS (Meuwissen et al, 2001), PIK3CA 
(Engelman et al, 2008), BRAF (Pritchard et al, 2007), ou à la présence d'un oncogène de 
fusion EML4-ALK (Chen et al, 2010). Des CBP-NPC peuvent être présents sur des souches 
murines porteuses de l'oncogène KRAS, activé soit après recombinaison homologue spontanée 
dans tout l'organisme (Singh et al, 2010), soit après recombinaison induite dans le poumon 
par un système Cre-lox après administration intra-pulmonaire d'un adénovirus codant pour la 
recombinase Cre (Meuwissen et al, 2001). Les deux modèles permettent le développement de 
CBP-NPC mutés KRAS sur une période assez courte, mais sont limités par leur éloignement 
de la situation clinique, autant que les mutations programmées d'un ou deux oncogènes ou 
gènes suppresseurs de tumeur sont éloignés de la progression multi-étapes d'un cancer 
bronchique survenant sur une inflammation chronique. De plus, les modèles de GEMMs 
conduisent à des centaines de CBP-NPC primitifs simultanés, qui sont difficiles à suivre de 
façon précise et non invasive au cours des investigations précliniques de nouvelles drogues. 
Malgré ces inconvénients, les GEMMs représentent un modèle inestimable de définition des 
oncogènes, permettent de prendre en compte la réponse immunitaire, et ont donc été utilisés 




L'implantation chirurgicale par thoracotomie de fragments de CBPNPC dans le poumon de 
souris imunodéprimées a été publiée pour la première fois en 1992 (Wang et al, 1992). Les 
fragments tumoraux provenaient de tumeurs primaires fraîches ou de tumeurs sous-cutanées 
développées après injection de cellules en suspension. Les fragments tumoraux étaient insérés 
dans le parenchyme pulmonaire, sur la plèvre viscérale, ou sur la plèvre pariétale, selon 
l'extension tumorale souhaitée. La mortalité peropératoire était inférieure à 10%, et les taux de 
prise de xénogreffes étaient situés entre 60 et 100%, mais aucune métastase systémique n'était 
observée. Le même modèle a ensuite été développé chez le rat (Wang et al, 1997) et confirmé 
en utilisant des cultures primaires de CPB-NPC chez la souris SCID (Fujino et al, 2003). 
L'introduction de la GFP dans la tumeur permettait un suivi tumoral par imagerie in vivo, et la 
visualisation directe d'une extension métastatique aux ganglions médiastinaux, poumon 
controlatéral, et os (Hoffman, 1999 ; Yamauchi et al, 2007).  
 
Cependant, ces modèles sont techniquement difficiles à réaliser, nécessitent des laboratoires 
et une main d'oeuvre spécialisés, et n'ont donc pas été généralisés à ce jour malgré des 
résultats préliminaires encourageants (Kraus-Berthier L et al, 2000). 
 
3.6.2 Modèle d’injection orthotopique transpleurale 
 
L'injection orthotopique de cellules de CBP-NPC chez la souris nude a été développée pour 
surmonter la difficulté technique de la thoracotomie (Boehle et al, 2001 ; Onn et al, 2003). 
Cette technique est associée à une faible mortalité perprocédure et à un taux de prise 
important, avec deux limites. La première est l'impossibilité de prédire en perprocédure si la 
tumeur va être localisée dans le parenchyme pulmonaire ou si un ensemencement pleural va 
conduire à une tumeur localement avancée. Afin d'obtenir une tumeur unique limitée au 
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parenchyme pulmonaire, nous avons utilisé un nombre élevé de cellules dans un volume 
limité de milieu, et avons ajouté de la matrice de sarcome de souris afin d'améliorer l'ancrage 
de la solution dans le parenchyme pulmonaire. Nous avons injecté cette solution de façon 
transpleurale, sous contrôle visuel du poumon à travers les espaces intercostaux, combinant 
ainsi précision et faisabilité technique (absence d'intubation orotrachéale ou de ventilation 
mécanique).  
 
La seconde limite est la nécessité d'un suivi longitudinal par microscanner en l'absence 
d'imagerie fluorescente ou bioluminescente. Le microscanner présente une résolution spatiale 
limitée, et n'est pas disponible partout. Nous avons donc utilisé une lignée cellulaire 
transfectée par la luciférase, ce qui nous a permis d'obtenir une imagerie bioluminescente in 
vivo. Cette technique a déjà été décrite dans un modèle orthotopique percutané associé à un 
ensemencement pleural (Matsumoto et al, 2009), et a pu être appliquée à notre modèle 
d'injection orthotopique transpleurale conduisant à un modèle de CBP-NPC intra 
parenchymateux localisé. 
 
Ce nouveau modèle xénogènique, orthotopique et bioluminescent a permis l'identification de 
CTCs. Cette nouvelle application du système Cellsearch® aux modèles précliniques de CBP-
NPC pourrait présenter un intérêt majeur, à la fois pour étudier le rôle des CTCs dans la 
progression tumorale, et pour évaluer la réponse à de nouvelles stratégies thérapeutiques.  
 
Cependant, notre étude présente des limites liées à l'utilisation d'animaux immunodéficients et 
au terrain génétique hétérogène des xénogreffes. Ainsi, en comparaison avec les animaux 
transgéniques, notre modèle souffre d'une caractérisation moléculaire incomplète et de 
l'absence d'immunité anti-tumorale. La prochaine étape dans l'amélioration de ce modèle 
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animal serait d'utiliser des fragments tumoraux issus de tumeurs pulmonaires d'animaux 
KRAS mutés, et de les implanter en position orthotopique chez la souris immunocompétente.  
L'ultime étape serait de tester les traitements validés du CBP-NPC, afin de valider 
rétrospectivement le caractère prédictif du modèle préclinique. L'intérêt de cette nouvelle 
approche devra ensuite être comparé aux autres modèles précliniques disponibles en termes 
de décision d'introduction des nouvelles molécules dans l'étape clinique. Nous pensons que 
l'imagerie fonctionnelle et les paramètres biologiques pré et per-thérapeutiques tels que les 
CTCs peuvent contribuer à l’amélioration de la valeur clinique de ces approches. En 
particulier, nous pensons travailler sur l'implantation orthotopique de tumeurs pulmonaires 
provenant d'animaux transgéniques mutés KRAS, afin d'évaluer l'immunité anti-tumorale et de 
surveiller l'efficacité de nouveaux traitements chirurgicaux et ou radiothérapeutiques en 





Afin de rapprocher les deux étapes de ce travail, il serait intéressant d'étudier l'évolution du 
statut mutationnel PI3K et de l'activation de la voie RAF-MEK-ERK entre une tumeur 
primitive mutée KRAS et ses métastases d'une part, et la tumeur primitive et la maladie 
résiduelle (CTCs, CSCs, DTCs) d'autre part. Enfin, l'association de l'everolimus et du 
RAF265 pourrait alors être testée sur le modèle orthotopique bioluminescent par injection 
transpleurale, afin de suivre l'effet de l'association sur la croissance (imagerie 
bioluminescente), l'invasion (imagerie bioluminescente et CTCs), et la dissémination 





L'association du RAF265, inhibiteur de RAF, et de l'everolimus, inhibiteur de mTOR, est une 
stratégie efficace pour augmenter l'effet cytotoxique et antiprolifératif sur des lignées 
présentant une dérégulation concomittante des voies RAS-RAF-MEK-ERK et PI3K-AKT-
mTOR. In vivo, l'association est additive sur les lignées HCT116 et H460, potentiellement (i) 
par une inhibition croisée de la phosphorylation des effecteurs de mTOR 4EBP1 et S6, et (ii) 
par l'interruption de la boucle de rétrocontrôle conduisant à l'hyperphosphorylation d'AKT. 
La double inhibition des voies PI3K-AKT-mTOR et RAS-RAF-MEK-ERK est donc une 
stratégie prometteuse pour dépasser la double activation oncogénique de KRAS et PIK3CA. 
Ces résultats plaident en faveur d'associations de thérapies ciblées en traitement de certains 
cancers sélectionnés. Des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer le potentiel 
de l'association de l'everolimus et du RAF265, dans le cadre d'études précliniques de 
tolérance et d'efficacité, puis de projets translationnels. 
Le micro-environnement tumoral joue un rôle majeur dans la promotion de la croissance 
tumorale (Whiteside, 2008). Dans les modèles de xénogreffes, la localisation tumorale influe 
sur la sensibilité à la chimiothérapie (Teicher, 2006), et joue un rôle majeur dans la sensibilité 
aux thérapies ciblées. Pour ces raisons, nous avons développé un modèle intrapulmonaire 
murin de CPB-NPC humain, associé à un taux de mortalité peropératoire bas, un taux de prise 
tumorale élevé, une croissance loco-régionale, et le développement de métastases. Ce modèle 




Il sera maintenant intéressant d'étudier l'évolution du statut mutationnel PIK3CA et de 
l'activation de la voie RAF-MEK-ERK entre la tumeur primitive mutée KRAS et les 
métastases d'une part, et la tumeur primitive mutée KRAS et la maladie résiduelle (CTCs, 
CSCs, DTCs) d'autre part. Enfin, l'association de l'everolimus et du RAF265 pourrait alors 
être testée sur le modèle orthotopique bioluminescent par injection transpleurale, afin de 
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